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論 文 内 容 の 要 旨 
 
動物細胞への遺伝子導入技術は、生理現象の解明等の基礎研究のみならず、遺伝子治療や再生医療
といった応用研究においても不可欠な技術となっている。非ウイルス遺伝子導入法には遺伝子を核内
へ積極的に輸送する機能が無く、特に in vivoでの非分裂細胞に対して高い遺伝子発現効率を達成す
るためには、非ウイルス遺伝子導入法に核内移行能を付与することが必須となる。本論文では非ウイ
ルス遺伝子導入法における導入遺伝子の核内移行促進を目的として、核内輸送因子インポーティンβ
を修飾した非ウイルスベクターを作製した。そして、導入遺伝子発現効率及び遺伝子発現プロファイ
ル、細胞内動態を検討することにより、導入遺伝子の核内移行が非ウイルスベクターの発現効率に与
える影響を検討し２〜５章にまとめたものである。 
第 1 章では、遺伝子導入技術と非ウイルス遺伝子導入法の概要、真核細胞における細胞質–核間輸
送機構、非ウイルス遺伝子導入法における核内移行促進に対するアプローチ、本研究の目的について
述べた。 
第 2章では、導入遺伝子の核内移行に関する半定量的解析について述べた。その方法として、導入
遺伝子の発現時間と細胞分裂時間との相関性を検討し、物理的な遺伝子導入法では上記二項目間での
相関性は認められず、細胞分裂前に導入遺伝子が積極的に核内移行していることを示した。 
第 3章では、インポーティンβを修飾したプラスミド DNAの作製とその細胞内動態、遺伝子発現効
率について検討した結果をまとめた。遺伝子発現効率を検討したところ、インポーティンβ未修飾の
プラスミド DNA よりも 2.6 倍高い発現効率を示した。一方で、in vitro での転写活性を検討したと
ころ、インポーティンβをコンジュゲートすることにより大幅な転写活性の減少が確認され、転写阻
害回避が本デリバリーシステムの課題であることを明らかにした。 
第 4章では、第 3章で挙げられた課題を解決する目的で作製したインポーティンβ修飾ポリエチレ
ンイミンとプラスミド DNAとの複合体の有効性を立証した。 
第５章では更なる効率向上を目指し、ウイルスエンベロープキャリアとのハイブリッド化に関する
特性と遺伝子発現効率及び細胞内動態についての検討結果を示し、ＤＮＡ複合体の粒子径が核内移行
を支配することを示した。 
以上、本論文では非ウイルス遺伝子導入法における導入遺伝子の核内移行促進を目的として、核内
輸送因子を修飾した非ウイルスベクターが新規に作製し、その導入遺伝子発現効率及び遺伝子発現プ
ロファイル、細胞内動態を検討することで、核内移行能を有する優れた非ウイルス性遺伝子導入法の
開発に成功した。 
 
 
論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 
 
遺伝子異常に起因する疾患に対して遺伝子治療は根治療法となりうることからここ２０年活発に
研究が行われてきた。しかし、いくつかの問題を抱え普及に至っていない。最大の問題点は安全性と
効率が共に高い遺伝子導入法が未だ確立していないことである。本論文の著者は、安全性に優れた非
ウイルス性遺伝子導入法において効率に最も影響を与える遺伝子の核内輸送段階に焦点を絞り、核内
輸送効率の改善と遺伝子導入発現効率を向上させるために核内輸送因子を用いた結果を本論文にま
とめている。 
序論において、本論文の研究背景と研究の目的について述べ、続いて化学物質による遺伝子導入法
において核内輸送が律速段階となることを証明し、本論文で示す研究内容の位置づけを述べている。
その上で、核内輸送因子を修飾したプラスミド DNAの作製とその細胞内動態、遺伝子発現効率につい
て検討した結果をまとめている。プラスミド DNA への化学修飾を介した核内輸送因子の連結により、
核内輸送および発現効率が向上することを示している。一方で、化学修飾による大幅な転写効率の減
少を確認し、転写阻害の回避が必要であることを明らかにしている。さらに、挙げられた課題を解決
する目的で作製した核内輸送因子連結高分子とプラスミド DNAとの複合体の有効性を立証し、核内輸
送のみならず細胞質における輸送においても核内輸送因子が寄与することを見出している。 
最終的には更なる効率向上を目的とし、ウイルスエンベロープキャリアとのハイブリッド体を調製
し、培養細胞のみならずラットを用いた動物実験においても細胞膜と核膜を効果的に通過するシステ
ムの有効性を示している。そして最後に、研究成果を結論としてまとめている。 
以上のように、本論文では非ウイルス性遺伝子導入法における核内輸送促進に関して多くの有用な
知見を得ている。これらの成果は先端医療工学や細胞工学の発展に大いに寄与するものである。よっ
て、本論文の著者は博士（工学）の学位を受ける資格を有するものと認める。 
 
